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!!$摘要%!目的!观察白藜芦醇&S<='对链脲佐菌素诱发的糖尿病大鼠视网膜神经节细胞&S:U='及高糖
状态视网膜色素上皮&SR%'细胞凋亡的影响)!方法!取 "H 只 QC大鼠腹腔注射链脲佐菌素制作糖尿病模
型#确定造模成功 "# 只#按照随机数字表法将模型鼠分为糖尿病模型组和 S<=灌胃组#另选取 $# 只大鼠作为
正常对照组) S<=灌胃组大鼠用 S<=A# &NF&\N!*'灌胃给药#正常对照组和糖尿病模型组大鼠用等容量生
理盐水灌胃#分别于灌胃后当日&# 周'(A(>($" 周测定大鼠体质量和经尾尖静脉采血测定血糖浓度#连续给
药 $" 周时处死大鼠并取双眼眼球#透射电子显微镜下观察各组大鼠 S:U=超微结构变化*采用 6YT%_法检
测 S:U=凋亡情况并计算凋亡指数) 将 7SR%I$? 细胞株分为正常对照组(高糖组及 S<=处理组#分别用含
HeH &&5)F_葡萄糖(@# &&5)F_葡萄糖和 @# &&5)F_葡萄糖 $̀# '&5)F_S<=的培养基培养 A> J#用流式细胞仪
检测各组细胞凋亡率*采用免疫荧光法及 i<=L<+- P)5L法检测细胞中 P'.和 P4)I" 蛋白表达)!结果!给药 A(
>($" 周时#S<=灌胃组大鼠体质量均高于相应时间点糖尿病模型组&均 7r#e#$'#给药后 >($" 周时#S<=灌胃
组糖浓度均低于相应时间点糖尿病模型组&均 7r#e#$') 透射电子显微镜下可见糖尿病模型组 S:U=核染色
质凝聚#线粒体肿胀及细胞质空泡化*S<=灌胃组 S:U=超微结构变化明显轻于糖尿病模型组) S<=灌胃组
S:U=层和视网膜内核层细胞凋亡指数分别为&$>e@2y@e@B'V和&"@e2By>e?>'V#分别低于糖尿病模型组的
&>@e?$y?e>'V和&2Ae"2y$#e22'V#差异均有统计学意义 &均 7r#e#$') 正常对照组(高糖组(S<=处理组
7SR%I$? 细胞凋亡率分别为&@e$$y#e"2'V(&$$eA$y$e#2'V和&He@>y#eH>'V#S<=处理组细胞凋亡率明显
低于高糖组#差异有统计学意义&7r#e#$') 高糖组细胞核中 P'.蛋白荧光明显增强#P4)I" 蛋白荧光强度明显
减弱*S<=处理组细胞核 P'.蛋白荧光强于正常对照组#但弱于高糖组#S<=处理组 P4)I" 蛋白荧光弱于正常对
照组#但强于高糖组) i<=L<+- P)5L法检测正常对照组(高糖组和 S<=处理组 P'.蛋白相对表达量分别为 #e$Hy
#e#2(#e@$y#e#? 和 #e"$y#e#>#P4)I" 蛋白相对表达量分别为 #e>#y#e$A(#e"@y#e#?(#e22y#e"H*高糖组 P'.
蛋白相对表达量明显高于正常对照组和 S<=处理组#P4)I" 蛋白相对表达量明显低于正常对照组和 S<=处理
组#差异均有统计学意义 &均 7r#e#$'*S<=处理组 P4)I"FP'.值明显高于高糖组#差异有统计学意义 &7r
#e#$')!结论!S<=可抑制糖尿病大鼠 S:U=以及高糖环境下 SR%细胞的凋亡)!

$关键词%!白藜芦醇* 视网膜神经节细胞* 视网膜色素上皮细胞* 凋亡* 凋亡相关蛋白
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#LJ# ALJ# >LJ# $"LJ O<<\ 5,'*&(-(=L+'L(5-36J<+'L=O<+<='4+(,(4<* 5- LJ<$"LJ O<<\ PK5;<+I'-<=LJ<=(''-* LJ<
<K<P'))=O<+<<-04)<'L<*36J<0)L+'=L+04L0+<5,LJ<+<L(-')N'-N)(5- 4<))=& S:U=' O<+<<.'&(-<* 0-*<+LJ<
L+'-=&(==(5- <)<4L+5- &(4+5=45M<36J<L<+&(-')*<5.K-04)<5L(*K)L+'-=,<+'=<I&<*('L<* *Y6RIP(5L(- -(4\ <-*I)'P<)(-N
&6YT%_' '=='KO'=L5'==<==LJ<'M5ML5=(=5,+<L(-')-<0+5-=37SR%I$? 4<))=O<+<*(;(*<* (-L5-5+&')45-L+5)N+50M#
J(NJ N)045=<N+50M '-* S<=IL+<'L<* N+50M '-* 40)L0+<* ,5+A> J50+=(- &<*(0& 45-L'(-(-N HeH &&5)F_N)045=<#
@# &&5)F_N)045=<# @# &&5)F_N)045=<'-* $# &5)F_S<=#+<=M<4L(;<)K37M5ML5=(=+'L<O'=*<L<4L<* PK',)5O
4KL5&<L+K36J<*(=L+(P0L(5- '-* <.M+<==(5- 5,P'.'-* P4)I" (- LJ<4<))=O'=*<L<4L<* PK(&&0-5,)05+<=4<-4<'-*
i<=L<+- P)5L'=='K#+<=M<4L(;<)K36J(==L0*KM+5L545)O'='MM+5;<* PK'- %.M<+(&<-L')7-(&')%LJ(4U5&&(LL<<5,
]0P<(Y-(;<+=(LK5,Q4(<-4<'-* 6<4J-5)5NK#'-* LJ<0=<'-* 4'+<5,LJ<'-(&')=45&M)(<* O(LJ LJ<QL'L<&<-L5,
7S[83!I#/14)/!U5&M'+<* O(LJ LJ<*('P<L(4&5*<)N+50M#LJ<P5*KO<(NJLO'=(-4+<'=<* 'LAa$" O<<\='-* LJ<
P)55* N)045=<)<;<)O'=)5O<+<* 'L>a$" O<<\=5,S<='*&(-(=L+'L(5- (- LJ<S<=I'*&(-(=L<+<* N+50M & P5LJ 'L7r
#e#$'36J<4J+5&'L(- 45-*<-='L(5-#&(L54J5-*+(')=O<))(-N'-* ;'405)'L(5- (- 4KL5M)'=&O<+<5P;(50=)K=)(NJL'-* LJ<
'M5ML5=(=+'L<O'=+<*04<* (- LJ<S<=I'*&(-(=L<+<* N+50M (- 45&M'+(=5- O(LJ LJ<*('P<L(4&5*<)N+50M36J<'M5ML5=(=
(-*<.<=5,LJ<+<L(-')N'-N)(5- 4<)))'K<+4<))='-* (--<+-04)<'+)'K<+4<))=(- LJ<S<=I'*&(-(=L<+<* N+50M O<+<
&$>e@2y@e@B'V '-* & "@e2By>e?>'V#+<=M<4L(;<)K#OJ(4J O<+<=(N-(,(4'-L)K)5O<+LJ'- & >@e?$y?e>'V '-*
&2Ae"2y$#e22'V (- LJ<*('P<L(4&5*<)N+50M & P5LJ 'L7r#e#$'36J<'M5ML5=(=+'L<5,LJ<7SR%I$? 4<))=(- LJ<
-5+&')45-L+5)N+50M#J(NJ N)045=<N+50M '-* S<=IL+<'L<* N+50M O'=&@e$$y#e"2'V#&$$eA$y$e#2'V '-* &He@>y
#eH>'V#+<=M<4L(;<)K#'-* LJ<'M5ML5=(=+'L<(- LJ<S<=IL+<'L<* N+50M O'==(N-(,(4'-L)K)5O<+LJ'- LJ'L(- LJ<J(NJ
N)045=<N+50M &'))'L7r#e#$'3E&&0-5,)05+<=4<-4<'=='K=J5O<* LJ'LLJ<,)05+<=4<-4<5,P'.(- LJ<4<))-04)<0=5,
S<=IL+<'L<* N+50M O'=5P;(50=)K<-J'-4<* (- 45&M'+(=5- O(LJ LJ<-5+&')45-L+5)N+50M '-* O<'\<+(- 45&M'+(=5- O(LJ
LJ<J(NJ N)045=<N+50M36J<,)05+<=4<-4<5,P4)I" M+5L<(- (- LJ<S<=I(-L<+,<+<* N+50M O'=O<'\<+(- 45&M'+(=5- O(LJ
LJ<-5+&')45-L+5)N+50M '-* <-J'-4<* (- 45&M'+(=5- O(LJ LJ<J(NJ N)045=<N+50M36J<+<)'L(;<<.M+<==(5-=)<;<)5,
P'.M+5L<(- (- LJ<S<=IL+<'L<* N+50M O'=#e"$y#e#>#OJ(4J O'==(N-(,(4'-L)KJ(NJ<+LJ'- #e$Hy#e#2 (- LJ<-5+&')
45-L+5)N+50M '-* )5O<+LJ'- #e@$y#e#? (- LJ<J(NJ N)045=<N+50M &P5LJ 'L7r#e#H'36J<+<)'L(;<<.M+<==(5-=5,P4)I
" M+5L<(- O'=#e22y#e"H (- LJ<S<=IL+<'L<* N+50M#OJ(4J O'==(N-(,(4'-L)K)5O<+LJ'- #e>#y#e$A (- LJ<-5+&')
45-L+5)N+50M '-* J(NJ<+LJ'- #e"@y#e#? (- LJ<J(NJ N)045=<N+50M & P5LJ 'L7r#e#H'36J<P4)I"FP'.+'L(5(- LJ<
S<=IL+<'L<* N+50M O'==(N-(,(4'-L)KJ(NJ<+LJ'- LJ'L(- LJ<J(NJ N)045=<N+50M &7r#e#$'3!J'+,41/$'+/!S<=4'-
(-J(P(LLJ<'M5ML5=(=5,S:U=5,*('P<L(4+'L='-* J(NJ N)045=<I(-*04<* SR%4<))=%# >%,+.3
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!!糖尿病发病率呈逐年上升趋势#至 "#$A 年全球患
病人数已达 Ae"" 亿 + $, ) 糖尿病视网膜病变 & *('P<L(4
+<L(-5M'LJK#CS'是糖尿病的主要并发症之一#不仅危
害患者视力#也降低患者生活质量) 研究表明视网膜
神经节细胞&+<L(-')N'-N)(5- 4<))=#S:U='凋亡是 CS早
期发病的重要特征

+ ", #早期干预 S:U=的凋亡可以延
缓 CS的发生和发展 + @, *视网膜色素上皮 & +<L(-')
M(N&<-L<M(LJ<)(')#SR%'细胞的主要功能是转运葡萄
糖#为 S:U=代谢提供能量 + A, ) 近年来研究证实白藜
芦醇 &+<=;<+'L+5)#S<=' 可对高血糖环境下 S:U=和
SR%细胞的损伤和F或死亡发挥保护作用 + Ha2, #但其作
用机制尚未完全阐明) 为了探讨 S<=保护 S:U=及
SR%的作用机制#本研究观察 S<=对糖尿病大鼠
S:U=及高糖环境下 SR%凋亡的抑制作用#以期为 CS
的早期防治提供实验依据)

<8材料与方法

<3<!材料
<3<3<!实验动物及细胞!选用 QR9级雄性 QC大鼠
@H 只#由湖北科技学院动物实验中心 +许可证号"
Qgcd&鄂'"#$@I##B$,提供#平均体质量& "H# !$#'N#

本研究获湖北科技学院动物伦理委员会批准) 实验动
物喂养和使用均遵循 7S[8相关实验动物伦理学声
明) 人 SR%细胞株 7SR%I$? 由中山眼科中心惠赠)
<3<3>!主要试剂及仪器!SER7裂解液(链脲佐菌素(

白藜芦醇(CbQ8&美国 =(N&'公司'*细胞凋亡检测试
剂盒 &美国 S54J<公司 ' *P4)I"(P'.单克隆抗体 &美
国 U<))Q(N-')(-N6<4J-5)5NK公司' *辣根过氧化物酶
标记 山 羊 抗 兔 & Q7####$I"# $ hH ### ' & 美 国
R+5L<(-L<4J 公司' *荧光标记 ZUI$ 试剂盒 &d:72#A#
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南京凯基生物技术公司' *病理切片机&Sb"#$2' &上
海徕卡仪器有限公司 ' *带摄像系统光学显微镜
&8)K&M0=̂ cH#' (透射电子显微镜&6%b]I2##' &日
本日立公司' *荧光倒置显微镜 &日本尼康公司' *流
式细胞仪 &美国 Ĉ公司' #电泳仪 &美国 (̂5IS'* 公
司' *倒置相差显微镜 &日本 8)K&M0=公司' *凝胶图
像分析系统 &上海天能科技有限公司 ' *荧光定量
RUS仪&美国 7̂ E公司' )
<3>!方法
<3>3<!糖尿病模型建立!取 "H 只大鼠#禁食 "A J 后
腹腔内注射 "H &NF&\N!*'链脲佐菌素#注射 @# &(-
后恢复进食#次日采集尾静脉血测定血糖浓度#对血糖
浓度低于 $A &&5)F_的大鼠行二次注射#如二次注射
后血糖浓度均低于 $2eB &&5)F_则剔除#最终确定造
模成功共 "# 只) 按照随机数字表法将模型鼠分为糖
尿病模型组和 S<=灌胃组#每组 $# 只*另选取 $# 只匹
配的大鼠作为正常对照组#腹腔注射等量枸橼酸缓冲
液) 参照前期研究 + B,

所用白藜芦醇浓度#S<=灌胃组
A# &NF&\N!*'白藜芦醇连续灌胃 $" 周#每日 $ 次*正
常对照组和糖尿病模型组给予等容量生理盐水灌胃)
分别于灌胃给药的当日&第 # 周'(第 A(>($" 周时测
定大鼠的体质量和血糖浓度)
<3>3>!透射电子显微镜观察各组大鼠视网膜超微结
构!于灌胃 $" 周时#采用过量水合氯醛注射法处死大
鼠#各组取大鼠右侧眼球 $# 个#生理盐水清洗干净后
置于体积分数 "eHV戊二醛中固定 $ 周) 沿赤道部切
开眼球#取视盘附近 " &&处视网膜组织 & " &&u
@ &&'#置于 "eHV戊二醛中固定 " J#用二甲砷酸钠缓
冲液冲洗后浸入质量分数 $V锇酸中固定 " J) 固定
的组织块用双蒸水冲洗#依次用梯度乙醇溶液脱水#环
氧树脂包埋#做 $ '&半薄切片#行天青a美兰染色#光
学显微镜下定位) 将定位好的标本行 H#W2# -&厚超
薄切片#行醋酸双氧铀F枸橼酸铅染色#透射电子显微
镜下观察 S:U=的超微结构并拍照)
<3>3?!6YT%_法检测各组大鼠 S:U=凋亡!快速取
各组大鼠左眼球#生理盐水清洗#置于体积分数 $#V
甲醛溶液中固定 $ J#沿角巩膜缘向眼球内注入少量固
定液#继续固定 "A J) 固定的眼球依次用梯度乙醇脱
水#二甲苯透明#2# x恒温箱中浸蜡#石蜡包埋#室温
冷却) 沿眼球纵切面行 H '&厚连续切片#选取包含
视网膜的切片#置入 AHWA> x温水中#用涂有多聚赖
氨酸防脱玻片捞片#行常规苏木素a伊红染色) 每个
眼球随机取 H 张切片#每张切片连续取 H 个视野
&uA##'光学显微镜下观察并拍照) 细胞核呈棕黄色

染色者记为 6YT%_阳性细胞) 凋亡指数v各层阳性
细胞数F各层总神经细胞数u$##V)
<3>3@!流式细胞术测定各组 7SR%I$? 细胞凋亡率!
将 7SR%I$? 细胞接种至含 $#V胎牛血清($## YF&)
&商品单位'青霉素($## 'NF&)链霉素的 Cb%b培养
基中#分为正常对照组(高糖组和 S<=处理组#分别用
含 HeH &&5)F_葡萄糖(@# &&5)F_葡萄糖和 @# &&5)F_
葡萄糖 $̀# '&5)F_S<=的培养基进行培养) 培养 A> J#
用胰蛋白酶消化细胞# 将细胞转移至 %R管中#
$ "## +F&(- 离心 2 &(-#弃培养基#用凋亡孵育缓冲液
重悬细胞#离心弃去缓冲液#加入凋亡双标染色溶液
$## ')重悬细胞#室温下避光孵育 $H &(- 以上#离心
弃去染色溶液# 加入荧光组分# A x 条件下孵育
@# &(-#离心弃去荧光组分#R̂ Q 缓冲液重悬细胞#流
式细胞仪上机测定各组细胞凋亡率)
<3>3A!免疫荧光法检测各组细胞中 P4)I"(P'.蛋白表
达!取培养的细胞按照 $3"3A 中的方法进行分组培养
A> J#收集对数生长期细胞#将质量分数 #e"HV胰蛋白
酶加入培养基#制备单细胞悬液) 于超净工作台内将
细胞悬液滴加至含有载玻片的六孔板中#置于 @B x(
体积分数 HV U8" 培养箱中培养 " J#补充细胞培养基
继续培养 2 J) 用 R̂ Q 冲洗 @ 次#每次 H &(-) 于 AV
多聚甲醛中固定 @# &(-#R̂ Q 冲洗#加入破膜工作液#
室温孵育 $H &(-*R̂ Q 冲洗#滴加 P4)I" 或 P'.一抗&均
$ hH##'#A x孵育过夜#R̂ Q 冲洗#滴加相应二抗#避
光室温下孵育 H# &(-#R̂ Q 冲洗#滴加 C7RE染液复染
细胞核#抗荧光猝灭剂封片#荧光倒置显微镜下观察并
拍照) 应用 E&'N<IR+5R)0=23# 软件将荧光照片转换
为黑白图片#选取相同的黑色作为判断阳性的统一标
准#分析每张照片中阳性累积吸光度值&Z值')
<3>3B!i<=L<+- P)5L法检测各组细胞中 P4)I"(P'.蛋
白的表达!收集各组培养细胞#R̂ Q 冲洗干净#加入适
当体积的 SER7裂解液#充分裂解细胞#离心收集上
清#即为总蛋白溶液) 采用 i<=L<+- P)5L试剂盒进行蛋
白定量# Û7法测定蛋白质量浓度*配制质量分数 HV
的浓缩胶进行电泳#浓缩胶电压 BH [#分离胶用 $"# [
电泳*@## &7恒流转膜 @# &(-*将转好的 R[C9膜用
质量分数 HV的脱脂牛奶封闭 $ J) 分别滴加 P4)I" 和
P'.一抗&均 $ hH##'#A x孵育过夜#6̂ Q6冲洗*置于
]SR标记山羊抗兔二抗 & $ h@ ###'#室温下孵育
@# &(-#6̂ Q6冲洗*化学发光法显色#行凝胶图像分
析#用 RJ5L5QJ5M 软件进行整理去色等处理#7)MJ'软
件分析目标蛋白的吸光度值&Z值'#以 "I'4L(- 为内参
照#计算各目的蛋白的相对表达量)

!$@?!中华实验眼科杂志 "#"# 年 $$ 月第 @> 卷第 $$ 期!UJ(- Z%.M 8MJLJ')&5)#T5;<&P<+"#"##[5)3@>#T53$$
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表 >8各组大鼠不同时间点血糖浓度比较&%#*+TDQ#%%'4LN'
!*.4#>8J'%&*($/'+'-.4''0241,'/#4#3#4/*)3*($'1/)$%#&'$+)/*%'+2 )"#

)"(##2('1&/&%#*+TDQ#%%'4LN'

组别 样本量
给药不同时间点血糖浓度

# 周 A 周 > 周 $" 周

正常对照组 $# HeB?y#e"@ He?Hy#eA@ 2eA$y#eA> 2e$$y#e@2

糖尿病模型组 $# "AeA@y"e>>' "@e2"y"eB2' "He"?y"eHH' "AeA"y"e>B'

S<=灌胃组 $# "Ae#>y@e@$' "#eB$y"e@$' $HeHAy$e?A'P $#e"Hy$e@2'P

!值 " @B>e22A $ $#HeAHA @ 2A$e2$> $ >HAe>2B

7值 r#e#$ r#e#$ r#e#$ r#e#$

!注"与各自时间点正常对照组比较#'7r#e#$*与各自时间点糖尿病模型组比较#P7r#e#$
&单因素方差分析#_QCI,检验'!S<="白藜芦醇
!T5L<"U5&M'+<* O(LJ LJ<+<=M<4L(;<-5+&')45-L+5)N+50M#'7r#e#$*45&M'+<* O(LJ LJ<+<=M<4L(;<
*('P<L(4&5*<)N+50M#P7r#e#$ &5-<IO'K7T8[7#_QCI,L<=L'!S<="+<=;<+'L+5)

BA C2μm 2μm 2μmBA C2μm 2μm 2μm

图 <8各组大鼠 ISJ/透射电子显微镜图&u$# ####标尺v" '&'!7"正常对照组大鼠 S:U=超
微结构均未见异常! "̂糖尿病模型组细胞核膜呈现较多皱缩#局部厚薄不均#细胞核多呈不规则
形#线粒体肿胀明显#染色质边缘聚集&红色箭头' #细胞质中出现较多空泡&黑色箭头'!U"S<=
灌胃组 S:U=细胞超微结构改变均较糖尿病模型组减轻3
;$21(#<8!(*+/%$//$'+#4#,)('+%$,('/,'&5 '-ISJ/$+#*,"2('1&&u$# ####=4')<P'+v" '&'!
7"E- LJ<45-L+5)N+50M#LJ<S:U=J'* 0-(,5+&)K-5+&')I'MM<'+(-N-04)<('-* &(L54J5-*+('!^"E- LJ<
*('P<L(4&5*<)N+50M# =O<))(-N5,&(L54J5-*+('# )5==5,4+(=L'<# 4J+5&'L(- &'+N(-'L(5-# 4J+5&'L(-
45-*<-='L(5-&+<* '++5O' '-* ;'405)'L(5- & P)'4\ '++5O' O<+<=<<-!U"6J<0)L+'=L+04L0+')4J'-N<=5,
S:U=(- LJ<S<=I'*&(-(=L<+<* N+50M O<+<=)(NJL<+LJ'- LJ5=<(- LJ<*('P<L(4&5*<)N+50M

<3?!统计学分析
采用 QRQQ $?3# 统计学软件进行统

计分析m 计量资料经 QJ'M(+5Ii()\ 法检
验证实呈正态分布#以 &<'-yQC表示m
采用均衡分组单因素干预多水平研究

设计#各组间计量资料总体差异比较采
用单因素方差分析#组间两两比较采用
_QCI,检验m 7r#e#H 为差异有统计学
意义m

>8结果

>3<!各组大鼠体质量比较
与给药 # 周时比较#给药 A(>($" 周

时糖尿病模型组大鼠体质量无明显增加#差异均无统计
学意义&均 7t#e#H'#给药 A(>($" 周时糖尿病模型组大
鼠体质量均明显低于相应时间点正常对照组和 S<=灌
胃组#差异均有统计学意义&均 7r#e#$'&表 $'m

表 <8各组大鼠不同时间点体质量变化比较&%#*+TDQ#2'
!*.4#<8J'%&*($/'+'-.'05 :#$2")*)3*($'1/)$%#&'$+)/*%'+2 )"#)"(##

2('1&/&%#*+TDQ#2'

组别 样本量
给药不同时间点体质量

# 周 A 周 > 周 $" 周

正常对照组 $# "H#e>$yAe2? @A$e@"y2e?B'P A@Be2Ay>e2"'P H"Ae?Ay$#eH"'P

糖尿病模型组 $# "H$eB#yAe2@ "H@e"@yAe>> "HAeHByAeAH "2HeA"yHe@2

S<=灌胃组 $# "A?e?HyAe@$ "?BeAAyHe">'P @H2eHAy2e"A'P A"HeH2yBeAH'P

!值 #eHAB A2HeBB> $ H?>eAHB " H#He2>$

7值 t#e#H r#e#$ r#e#$ r#e#$

!注"与各自给药 # 周比较#'7r#e#$*与各自糖尿病模型组比较#P7r#e#$&单因素方差分
析#_QCI,检验'!S<="白藜芦醇
!T5L<"U5&M'+<* O(LJ +<=M<4L(;<# O<<\ ',L<+'*&(-(=L+'L(5-#'7r#e#$*45&M'+<* O(LJ +<=M<4L(;<
*('P<L(4&5*<)N+50M#P7r#e#$ &5-<IO'K7T8[7#_QCI,L<=L'!S<="+<=;<+'L+5)

>3>!各组大鼠不同时间点血糖
浓度变化比较

各时间点糖尿病模型组和

S<=灌胃组大鼠血糖浓度均明显
高于相应时间点正常对照组#差
异有统计学意义 &均 7r#e#$'m
给药第 A 周时 S<=灌胃组大鼠血
糖浓度即出现下降#但与相应时
间点糖尿病模型组比较差异无统

计学意义&7t#e#H'*给药第 > 和
$" 周 S<=灌胃组大鼠血糖浓度均
明显低于相应时间点糖尿病模型

组#差异有统计学意义 &均 7r
#e#$'&表 "'m

>3?!各组大鼠 S:U=超微结构变化比较
透射电子显微镜下可见正常对照组大鼠 S:U=细

胞膜结构完整#边缘清晰无明显增厚#线粒体(细胞核
等结构均未见异常*糖尿病模型组 S:U=细胞核膜较

多皱缩#局部厚薄不均#细胞核多呈不
规则形#线粒体肿胀明显#嵴大部分丢
失#染色质多位于细胞核边缘呈现凝聚
状态#细胞质内较多空泡样变*S<=灌胃
组 S:U=上述结构改变均较糖尿病模型
组减轻&图 $'m
>3@!各组大鼠 S:U=凋亡情况比较

正常对照组大鼠视网膜组织中少

见 6YT%_阳性细胞*糖尿病模型组大
鼠视网膜组织中可见大量 6YT%_阳
性细胞#主要位于 S:U层和内核层*
S<=灌胃组大鼠视网膜组织中 6YT%_
阳性细胞少于糖尿病模型组 &图 "7W

!"@?! 中华实验眼科杂志 "#"# 年 $$ 月第 @> 卷第 $$ 期!UJ(- Z%.M 8MJLJ')&5)#T5;<&P<+"#"##[5)3@>#T53$$
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U' ) 糖尿病模型组 S:U层和内核层细胞凋亡指数
分别为& >@e?$y?e> 'V和 & 2Ae"2y$#e22 'V#明显
高于 正 常 对 照 组 的 & ?eA@ y$e2" 'V和 & 2eBB y

$e$@ 'V及 S<=灌 胃 组 的 & $>e@2 y@e@B 'V 和
& "@e2By>e?> 'V#差异均有统计学意义 &均 7r
#e#$' &图 "C#%' )
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图 >8各组大鼠 ISJ层和内核层细胞凋亡情况比较!7b正常对照组大鼠视网膜组织中 6YT%_阳性细胞较少见&C7̂ uA###标尺v"# '&'!
b̂糖尿病模型组 S:U层和内核层中可见大量 6YT%_阳性细胞&C7̂ uA###标尺v"# '&'!UbS<=灌胃组视网膜组织中 6YT%_阳性细胞较糖尿
病模型组少&C7̂ uA###标尺v"# '&'!Cb各组大鼠 S:U层凋亡指数量化比较!!v$ "@AeAHA#7r#e#$) 与正常对照组比较#'7r#e#$*与糖尿
病模型组比较#P7r#e#$&单因素方差分析#_QCI,检验##v$#'!%b视网膜内核层细胞凋亡指数比较!!v?>BeHB"#7r#e#$) 与正常对照组比
较#'7r#e#$*与糖尿病模型组比较#P7r#e#$&单因素方差分析#_QCI,检验##v$#'!$b正常对照组*"b糖尿病模型组*@bS<=灌胃组!S:Ub视网
膜神经节细胞

;$21(#>8J'%&*($/'+'-*&'&)'/$/'-ISJ4*5#(*+0$++#(+1,4#*(4*5#($+#*,"2('1&!7b8-)K',<O6YT%_IM5=(L(;<4<))=O'=5P=<+;<* (- LJ<
S:U)'K<+'-* (--<+-04)<'+)'K<+5,LJ<-5+&')45-L+5)N+50M &C7̂ uA###=4')<P'+vH# '&'! b̂b'-K6YT%_IM5=(L(;<4<))=O<+<*(=L+(P0L<* &'(-)K(-
LJ<S:U)'K<+'-* LJ<(--<+-04)<'+)'K<+5,LJ<+<L(-'=(- *('P<L(4&5*<)N+50M &C7̂ uA###=4')<P'+vH# '&'!Ub6YT%_IM5=(L(;<4<))=O<+<)<==(- LJ<
S:U)'K<+'-* (--<+-04)<'+)'K<+5,S<=IL+<'L<* N+50M!CbU5&M'+(=5- 5,'M5ML5=(=(-*<.5,S:U)'K<+'&5-NLJ<LJ+<<N+50M=!!v$ "@AeAHA#7r#e#$3
U5&M'+<* O(LJ LJ<-5+&')45-L+5)N+50M#'7r#e#$*45&M'+<* O(LJ LJ<*('P<L(4&5*<)N+50M#P7r#e#$&7T8[7#_QCI,L<=L## v$#'!%bU5&M'+(=5- 5,
'M5ML5=(=(-*<.5,LJ<(--<+-04)<'+)'K<+'&5-NLJ<LJ+<<N+50M=!!v?>BeHB"#7r#e#$3U5&M'+<* O(LJ LJ<-5+&')45-L+5)N+50M#'7r#e#$*45&M'+<* O(LJ
LJ<*('P<L(4&5*<)N+50M#P7r#e#$&7T8[7#_QCI,L<=L##v$#'!$b-5+&')45-L+5)N+50M*"b*('P<L(4&5*<)N+50M*@bS<=I'*&(-(=L<+<* N+50M!S:Ub+<L(-')
N'-N)(5- 4<))

>3A8各组 7SR%I$? 细胞凋亡情况比较
正常对照组(高糖组和 S<=处理组细胞凋亡率分

别为 & @e$$ y#e"2 'V( & $$eA$ y$e#2 'V和 & He@> y
#eH>'V#总体比较差异有统计学意义&!v>?$e@"#7r
#e#$') 高糖组细胞凋亡率明显高于正常对照组和 S<=
处理组#差异均有统计学意义&均 7r#e#$'&图 @')
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图 ?8各组 7ICK6<b 细胞凋亡情况比较!7b各组细胞流式细胞图! 3̂各组细胞凋亡率比较!!v
>?$e@"#7r#e#$) 与正常对照组比较#'7r#e#$*与高糖组比较#P7r#e#$&单因素方差分析#_QCI,检
验##v@'!$b正常对照组*"b高糖组*@bS<=处理组
;$21(#?8J'%&*($/'+'-*&'&)'/$/'-7ICK6<b ,#44/*%'+2 )"#)"(##2('1&/!7b9)5O4KL5&<L+K+<=0)L
5,<'4J N+50M! b̂U5&M'+(=5- 5,LJ<'M5ML5=(=+'L<5,*(,,<+<-LN+50M=!!v>?$e@"#7r#e#$3U5&M'+<* O(LJ
LJ<-5+&')45-L+5)N+50M#'7r#e#$*45&M'+<* O(LJ LJ<J(NJ N)045=<N+50M#P7r#e#$ &7T8[7#_QCI,L<=L##v
@'!$b-5+&')45-L+5)N+50M*"bJ(NJ N)045=<N+50M*@bS<=IL+<'L<* N+50M

>3B8各组 7SR%I$? 细胞中 P'.和 P4)I" 蛋白的表达
免疫荧光染色结果显示#高糖组细胞核 P'.蛋白

荧光明显增强#P4)I" 蛋白荧光明显减弱*S<=处理组细
胞核中 P'.蛋白荧光较正常对照组增强#但弱于高糖
组#S<=处理组 P4)I" 蛋白荧光较正常对照组减弱#但

强于高糖组&图 A')
i<=L<+- P)5L检测结果显示#正常对照组细胞 P4)I"

表达条带较强#P'.蛋白表达条带较弱*高糖组 P4)I"
表达条带减弱# P'.蛋白表达条带增强#S<=处理组
P4)I" 表达条带强于高糖组#而 P'.表达条带弱于高糖
组&图 H7') 正常对照组(高糖组和 S<=处理组 P'.蛋

白相对表达量分别为 #e$H y
#e#2( #e@$ y#e#? 和 #e"$ y
#e#>#P4)I" 蛋白相对表达量分
别为 #e>#y#e$A(#e"@y#e#? 和
#e22y#e"H#组间总体比较差异
均有 统 计 学 意 义 & P'.b !v
" @A$e@"#7r#e#$* P4)I"b !v
$ >HAeHAA#7r#e#$') 高糖组
P'.蛋白相对表达量明显高于
正常对照组和 S<=处理组#
P4)I" 蛋白相对表达量明显低
于正常对照组和 S<=处理组*

各组比较差异均有统计学意义&均 7r#e#$' &图 H '̂ )
各组 P4)I"FP'.值总体比较差异有统计学意义 &!v
$ "HAe"AH#7r#e#$'*其中 S<=处理组 P4)I"FP'.值为
@e$Ay$e#"#明显高于高糖组的 #eBAy#e@$#差异有统
计学意义&7r#e#$'&图 HU')
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图 @8各组 7ICK6<b 细胞中 .*EA.,46> 表达分布&9E6UuA###标尺v
H# '&'!7"各组 P'.蛋白表达免疫荧光图!高糖组细胞核 P'.蛋白
荧光明显增强#S<=处理组细胞核 P'.蛋白荧光较正常对照组增强#
但弱于高糖组! "̂各组 P4)I" 蛋白表达免疫荧光图!高糖组细胞核
P4)I" 蛋白荧光明显减弱#S<=处理组细胞核 P4)I" 蛋白荧光较正常对
照组减弱#但强于高糖组
;$21(#@ 8 !"##E&(#//$'+'-.*E *+0.,46> $+7ICK6<b ,#44/'-
3*($'1/2('1&/&9E6UuA###=4')<P'+vH# '&'!7"E&&0-5,)05+<=4<-4<
=L'(-(-N5,P'.(- 7SR%I$? 4<))=5,;'+(50=N+50M=6J<,)05+<=4<-4<5,P'.
M+5L<(- (- LJ<4<))-04)<0=5,LJ<J(NJ N)045=<N+50M O'=5P;(50=)K
<-J'-4<*#'-* LJ'L5,LJ<S<=IL+<'L<* N+50M O'=<-J'-4<* (- 45&M'+(=5-
O(LJ LJ<-5+&')45-L+5)N+50M#P0LO<'\<-<* (- 45&M'+(=5- O(LJ LJ<J(NJ
N)045=<N+50M! "̂E&&0-5,)05+<=4<-4<=L'(-(-N5,P4)I"!6J<,)05+<=4<-4<
5,P4)I" M+5L<(- (- LJ<4<))-04)<0=5,LJ<J(NJ N)045=<N+50M O'=5P;(50=)K
O<'\<-<*#'-* LJ'L5,LJ<S<=IL+<'L<* N+50M O'=O<'\<-<* (- 45&M'+(=5-
O(LJ LJ<-5+&')45-L+5)N+50M#P0LO'=<-J'-4<* (- 45&M'+(=5- O(LJ LJ<
J(NJ N)045=<N+50M
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图 A8各组细胞 .*E 和 .,46> 蛋白相对表达量比较!7"各组 P'.和
P4)I" 蛋白表达电泳图! "̂各组细胞 P'.蛋白相对表达量比较!!v

" @A$e@"#7r#e#$b 与正常对照组比较#'7r#e#$*与高糖组比较#
P7r#e#H&单因素方差分析#_QCI,检验##v@'!U"各组细胞 P4)I" 蛋
白相对表达量比较!!v$ >HAeHAA#7r#e#$b 与正常对照组比较#
'7r#e#$*与高糖组比较#P7r#e#H &单因素方差分析#_QCI,检验#
#v@'!C"各组细胞 P4)I"FP'.值比较 !!v$ "HAe"AH#7r#e#$b 与

正常对照组比较#'7r#e#$*与高糖组比较#P7r#e#H&单因素方差分
析#_QCI,检验##v@'!$"正常对照组*""高糖组*@"S<=处理组
;$21(#A8J'%&*($/'+'-)"#(#4*)$3##E&(#//$'+'-.*E *+0.,46>
&(')#$+*%'+2 0$--#(#+)2('1&/!7"6J<<)<4L+5MJ5+<L5N+'&5,P'.'-*
P4)I" M+5L<(- (- <'4J N+50M! "̂U5&M'+(=5- 5,P'.M+5L<(- <.M+<==(5-
'&5-N*(,,<+<-LN+50M=! !v" @A$e@"# 7r#e#$3U5&M'+<* O(LJ LJ<

-5+&')45-L+5)N+50M#'7r#e#$*45&M'+<* O(LJ LJ<J(NJ N)045=<N+50M#
P7r#e#H &7T8[7#_QCI,L<=L##v@'!U"U5&M'+(=5- 5,P4)I" M+5L<(-
<.M+<==(5- '&5-N*(,,<+<-LN+50M=!!v$ >HAeHAA#7r#e#$3U5&M'+<*

O(LJ LJ<-5+&')45-L+5)N+50M#'7r#e#$*45&M'+<* O(LJ LJ<J(NJ N)045=<

N+50M#P7r#e#H &7T8[7#_QCI,L<=L##v@' !C"U5&M'+(=5- 5,P4)I"F
P'.+'L(5'&5-N*(,,<+<-LN+50M=!!v$ "HAe"AH#7r#e#$3U5&M'+<*

O(LJ LJ<-5+&')45-L+5)N+50M#'7r#e#$*45&M'+<* O(LJ LJ<J(NJ N)045=<

N+50M#P7r#e#H &7T8[7#_QCI,L<=L##v@'!$"-5+&')45-L+5)N+50M*
""J(NJ N)045=<N+50M*@"S<=IL+<'L<* N+50M

?8讨论

研究表明#CS发病初期即出现 S:U=的凋亡#对
视功能造成不可逆损伤

+ >a?, b S:U层和内核层细胞对
高糖环境耐受较差# 且能表达大量凋亡相关因
子

+ $#a$$, b SR%细胞位于 SR%层和脉络膜之间#具有
转运葡萄糖的功能#可为 S:U=代谢提供能量支持 + A, b
SR%细胞长期处于慢性高糖环境下导致细胞形态及
活力发生变化#影响视网膜外屏障功能 + $", b 同时#
SR%的凋亡可影响葡萄糖的转运#进而引起 S:U=的
能量供应减少#加速 S:U=的调亡 + $@, b SR%细胞也可
调节多种细胞因子的表达#参与 CS的发生和发
展

+ $aA, b 为此#探寻早期防止各种视网膜细胞损伤和
凋亡的新型药物已成为 CS的研究热点b

S<=是一种天然植物活性多酚#对年龄相关性黄
斑变性ACS和青光眼等都有一定的防治作用#但其是
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否对视网膜细胞的凋亡产生防护作用目前尚不十分清

楚) 本研究观察 S<=对糖尿病模型大鼠 S:U=和高糖
环境下 SR%细胞凋亡的影响可为 S<=对 CS的早期
防治提供实验依据)

本研究发现#S<=灌胃给药后糖尿病大鼠体质量
和血糖趋于正常#S:U=细胞超微结构改变均较糖尿
病模型组轻#且 S:U层和内核层 6YT%_阳性细胞减
少#细胞凋亡指数降低) 而前期研究已证实 S<=可抑
制视糖尿病大鼠视网膜变薄

+ B, #说明 S<=能够减轻实
验动物 S:U=的病理损伤和凋亡#保护神经细胞结构
和功能的完整性)

研究证实#@# &&5)F_的葡萄糖可对 7SR%I$? 细
胞造成损伤#且呈时间依赖性#并提示 7SR%I$? 细胞
培养 A> J 时细胞活性最佳 + $H, ) 本研究依据上述研究
结果设定高糖浓度和细胞培养时间#并参照前期研究
选择 S<=药物浓度#发现 S<=能明显降低高糖环境下
7SR%I$? 细胞的凋亡率#提示 S<=可减轻高糖诱导的
SR%细胞的凋亡)

各种凋亡相关蛋白参与调控细胞凋亡#其中 P4)I"
基因家族是重要的细胞凋亡调控基因) P4)I" 和 P'.
因处于凋亡调控机制的终末端#在维持细胞数量的动
态平衡和生理性发育分化方面具有关键作用

+ $2, #P4)I"
蛋白表达上调或 P'.蛋白表达下调及 P4)I"FP'.值增
加则抑制细胞调亡#反之则加速细胞凋亡 + $B, ) 本课题
组前期研究已证实 S<=能通过上调 P4)I" 的表达及下
调 P'.的表达来抑制糖尿病大鼠 S:U=凋亡 + B, ) 本研
究结果显示#S<=处理组7SR%I$? 细胞中 P4)I" 的表达
增多而 P'.蛋白表达减少# P4)I"FP'.值较高糖组增
大#提示 S<=可对高糖诱导的 7SR%I$? 细胞发挥抗凋
亡作用)

S<=可抑制糖尿病大鼠 S:U=凋亡#减少高糖环境
下 SR%细胞凋亡#其 S<=对视网膜的保护作用并不局
限于抗凋亡作用#后续的研究将进一步探索 S<=对视
网膜的其他保护途径)
利益冲突!所有作者均声明不存在任何利益冲突
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